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ME BER CPhenoloxidase, 简称 PO) AMAA FUMEKM (Ostrinia furnacalis) 幼虫 
的 血 奖 中 ,血细胞 中 其 少 。 该 族 的 笑 力 与 幼虫 的 发 育 期 相关 ,在 暗 皮 和 化 晴 前 后 活力 达 高 峰 。PO 可 以 粘 附 
在 酵母 菌 细胞 表面 ,但 未 发 现 具 有 调理 作用 。 以 Sephadex G-200 层 析 对 PO 进行 了 部 分 纯化 , 比 活力 
可 提高 56 倍 。 试 虫 感 染 酵 母 菌 后 ,活体 内 血浆 PO 活力 即刻 下 降 ; 体 外 证 明 , 感 杂 血 浆 可 抑制 正常 血浆 PO 
活力 :以 且 蛋 白 酶 和 昆布 多 糖 测 试 以 及 行 耐 温 实验 ,表明 滚 抑 制 物 为 蛋白 质 性 质 。 对 PO 的 防卫 作用 进行 
了 简要 的 讨论 。 

关键 词 Wa Kiet oh) AL NG 血 淋 巴 


昆虫 细胞 免疫 包括 三 种 主要 作用 : SEA. AVNER RE, 然而 控制 这 些 过 
程 的 罗素 未 被 完全 阐明 。 已 知 黑色 素 的 沉 集 是 与 您 伤 . 结 节 形 成 和 包 被 作用 有 联系 ,此 与 
血 淋 巴 中 酚 氧 化 酶 〈PO) 及 其 底 物 的 具体 情况 有 关 〈S$alt，1970; Ratcliffe 和 Rowley, 
1979; Ratcliffe 和 Walters, 1983; Guzo 和 Stoltz, 1987)o HR PO ASHEN THA 
昆虫 免疫 机 理 有 重要 意义 。 

不 少 学 者 对 昆虫 血 淋 巴 中 PO 的 活性 进行 了 研究 ，Nappi (1986) Hik; Zlotkin 
(1973) W P; Stephens (1962) WII; Fisher 和 Brady (1983) W Æ WAIN; Hu- 
ghes 和 Price (1976) 对 麻 蝇 等 。 有 的 学 者 还 证 明 该 酶 存在 于 血细胞 中 (Hoffmann, 
19707， 也 有 酶 原 存 在 于 血浆 中 的 报道 (Schmit, 1977); Soderhall (1982) 提 到 在 血 淋 
巴 中 存在 PO 的 抑制 物 。 显 然 在 免疫 反应 中 涉及 PO 有 个 复杂 的 作用 系统 。 本 文 报道 
WINKS (Ostrinia furnacalis) 老龄 幼虫 血 淋 巴 中 PO 的 存在 和 性 质 及 防卫 反应 变 
化 。 

材料 和 方法 

1 实验 材料 ， 亚 洲 玉米 晨 依 周 大 荣 等 (1980) 法 半 人 工 饲料 饲养 。 实 验 所 用 苏 蔚 金 杆 
Bi (Bacillus thuringiensis) FORMER EA (Saccharomyces cerevisiae) RARE AR Æ 
布 多 糖 、 胰 蛋白 酶 、S$ephadex G-10 和 Sephadex G-200 BIW Sigma 公司 。 

2. PO 活力 测定 和 PO 的 部 分 纯化 :常态 幼虫 不 同 发 育 期 血浆 和 超声 粉碎 的 血 细 
胞 裂解 液 PO 活力 的 测定 以 L-DOPA 为 底 物 , BR Ashida (1971) 的 比 色 法 进行 。 血 
效 以 1 毫克 /毫升 的 胰 蛋 白 酶 处 理 后 ,以 同样 方法 测试 ,观察 对 PO 的 作用 。 PO 的 纯化 
用 Sephadex G-200 柱 (8 毫米 X 6 毫米 ) 层 析 。 取 1 毫升 新 鲜血 浆 上 柱 , 0.02mol/L 
BR MH (E 0.153 mol/L NaCl) BEM, HED Bh 0.05 毫升 ， 每 0.5 毫升 收集 一 管 ， 
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下 柱 液 的 蛋白 质 含量 以 Bradford (1976) 法 测定 。 

3. PO ASHER: PO 米 氏 常数 (Ks。): 以 2 mmol/L—10 mmol/L 的 L-DOPA 底 
物 液 ,分别 与 等 量 的 血浆 混合 ,用 前 述 方法 测 得 的 吸光 度 变 化 ,根据 Eadie-Hofstee (FH 
ER Ka 值 。 

A GR (PTU) 和 乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA) 对 PO 的 作用 : 严 净 以 0.153 mol/L 
NaCl 稀释 207%, SR 100jgl1 分 别 与 不 同体 积 的 饱和 PTU 及 EDTA (pH6.0) 混合 ， 
不 同时 间 测 PO 活力 。 

PQ 的 粘 附 性 和 调理 作用 : 血浆 以 0.153mol/L NaCl 稀释 10 倍 ， 与 等 体积 酵母 菌 
BR O X 107/21) 混合 ,在 30° 温 育 I), BS RES. 沉 集 在 Sephadex G-10 
柱 的 表面 ,用 上 述 稀 释 液 充分 洗 脱 ,以 2mmol/L L-DOPA 底 物 液 平衡 过 夜 , 显示 对 PO 
的 粘 附 人 性 。 

PO 的 调理 作用 依 单 层 细 胞 法 《Leonard，1985) 进行 ,随机 取样 计算 300 个 血细胞 
的 吞噬 率 。 

4. 异物 引起 PO 活力 的 变化 ; 

ERAR PO 活力 的 作用 : 活体 实验 为 每 头 幼虫 注射 105/ pl BR RAM, FAN 
后 测试 血浆 中 PO 活力 变化 。 离 体 实验 以 正常 幼虫 新 鲜血 浆 为 对 照 , 分 别 取 血浆 及 血 淋 
EAMA 1/4 KRIER AK 0/21), 分 钟 后 离心 除去 酵母 菌 , 测 各 自 的 PO 活力 。 

感染 血浆 对 正常 血 奖 PO 活力 的 抑制 作用 : BAAR A 10l 的 10/ pl 酵母 菌 
Bik, 20 分 钟 后 取 感 染 血 浆 , 以 等 量 感染 血浆 和 正常 血浆 混 匀 ，! 分 钟 后 测 其 对 PO 活力 
的 抑制 作用 。 

REAM AS EX PO 抑制 物 的 作用 : 各 取 感 染 血浆 1 ml, 分 别 加 和 人 等 量 的 浓 
度 为 1 mg/ml 的 胰 蛋 白 酶 或 昆布 多 糖 液 , 25%C 温 育 1 小 时 , 测 PO 活力 变化 。 

温度 对 PO 抑制 物 的 作用 :， 取 定量 感染 血浆 在 水 浴 (100°C) 中 处 理 10 分 钵 ， 与 等 
量 的 正常 血浆 疡 合 , 1 分 钟 后 测 PO 活力 。 

结果 和 讨论 

上 常态 幼虫 血 淋 巴 中 的 PO: 常态 幼虫 不 同时 期 血 淋 巴 中 PO 活力 的 变化 见 图 1。 
从 图 中 可 见 血浆 中 都 含有 活性 状态 的 PO， 而 且 其 活力 大 大 超过 血细胞 内 。 

ARER (PPO) 激活 剂 胰 蛋 白 酶 对 不 同 发 育 期 幼虫 的 血浆 进行 处 理 ， 获 
得 PO 活力 变化 曲线 见 图 2。 

由 图 1 和 图 2 可 看 到 ,在 PO 活力 的 高 妖 期 , 经 胰 蛋 白 酶 处 理 亦 未 见 PO 活力 的 提 
高 ,而 在 PO 活力 的 低谷 加 入 胰 蛋 白 酶 , 活力 最 著 增 高 ,表明 在 幼虫 龄 期 内 血浆 中 PO 和 
PPO 是 共存 的 , 而 在 幼虫 龄 期 的 结束 或 脱皮 前 后 血 桨 中 几乎 只 有 PO 存在 。 这 与 一 些 
学 者 (Soderhall，1982; Leonard, 1985) 认为 PO 以 PPO 形式 存在 于 类 绛 色 细 胞 中 ， 
只 在 晓 弃 和 化 蜂 时 或 对 异物 进行 反应 时 始 释 放 到 血 淋 巴 中 的 报道 不 同 。 此 与 近期 Saul 
(1985) 报道 PPO 主要 存在 于 血浆 中 而 非 存在 于 血细胞 中 的 报道 有 某 些 相 似 处 。 上 述 
差别 可 以 认为 是 不 同 作者 选用 试 虫 种 类 、 具 体 实验 虫 期 及 血 淋 巴 取样 条 件 不 同 产生 的 。 

2 幼虫 PO 的 性 质 ; 亚洲 玉米 蝇 幼 虫 PO 对 L-DOPA 的 米 氏 常数 (Ka) 为 2 X 
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10°? mol/L. 25x% PO 的 Ks 一 1.8 X 10° mol/L 相似 (Ashida Ai Dohke, 1980), 
而 比 棉铃 象 甲 PO AY Ka = 1X 107 mol/L 低 (Thomas 和 Wright, 1984), 
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图 1 血 菜 相 血 细胞 裂解 该 中 的 PO 活力 比较 
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A. ORRIA B 五 龄 赔 皮 后 五 小 时 
C. 五 龄 24 小 时 D. 五 龄 三 天 E. AREA 


幼虫 血浆 中 的 PO 对 PTU 其 敏感 
(B83). RAMA we Hat, KS 
Bebe diy PO AM{L (Salt, 1956; Na- 
ppi, 1973: Brewer 和 Vinson, 1971), 
EDTA 处 理 后 PO 活力 为 56.2 + 1.83, 
对 照 组 为 57.6 土 4.77, 表明 EDTA 对 
该 虫 血 桨 的 PO 没有 影响 。 

SHE PO 有 粘 附 在 异物 表 必 的 能 
力 。 

以 血 兆 处理 苏 辫 金鱼 茵 后 ， 血 细胞 
的 吞噬 率 为 6.8 % , HT HATH Hy 8.4 % 4 He BA 
PO 对 血细胞 吞噬 作用 设 有 调理 作用 。 

3. PO 的 部 分 纯化 : 以 Sephadex 
G-200 rake PO BYE Nee ES to 
比 活力 最 高 的 部 分 比 血 奖 提 高 56 倍 , 还 可 看 到 PO 在 层 析 中 首先 被 洗 脱 下 来 , 系 一 种 大 
分 子 的 蛋白 质 。 

4. 异物 引起 PO 活力 的 变化 ， 活体 内 注射 酵母 菌 后 血 桨 中 PO 活力 迅速 被 抑制 (图 
5)。1 分 钟 后 活力 下 降 到 最 低 点 ,两 小 时 后 略 趋 回升 。 此 结果 与 前 述 PO BARAT Tae 
茵 工 的 性 能 有 关 , 也 反映 了 昆虫 体液 免疫 中 PO 的 有 关 变 化 。 


C. 五 龄 24 小 时 D. 五 龄 三 天 E. 五 龄 七 天 


POX 订单 位 /mlx 1073 
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图 3 PTU sme PO BHM Ma 


巴 中 PO 活力 有 所 下 降 ( 表 1)。 活 体外 实验 由 于 取 血 样 会 诱发 PPO 的 活化 系统 (Ashi- 
da $, 1983), Bir iim PPO 转化 为 具 活 力 的 PO， 因 而 以 血浆 实验 者 PO 活力 上 
升 ; 血 淋 巴 的 PO 活力 有 六 下 降 , 此 涉及 血细胞 的 作用 ,其 机 理 目 前 尚 不 明 。 

进一步 实验 证 明 感 染 血 桨 和 正常 血 奖 混合 ， 正 常 血 浆 中 PO 的 活力 受到 的 制 (图 
6: A、B、E)， 其 抑制 作用 可 为 胰 蛋 白 酶 逆转 (图 6: C)， 而 昆布 多 糖 对 之 则 无 影响 (图 
6: D)， 该 抑制 物 对 热 敏感 ，100%C 处 理 10 分 钟 可 以 完全 破坏 其 抑制 作用 (图 6: F)。 表 
Hs) FO Hill 2 R E WB o 
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虫 体内 PO 经 活化 , 血 淋 巴 中 的 酷 氨 酸 基质 即 通过 系列 变化 形成 黑色 素 粘 附 于 异物 ， 
作为 吞 吹 细 胞 的 趋 动 信息 ,在 形成 结 节 或 包 被 作用 时 进行 黑 化 作用 ,与 体液 因素 中 凝集 素 
的 愈 伤 作用 协同 形成 一 个 防卫 系统 。 


m 
© 





€ 1600 X 
区 140E 
E 

a 1200% 
bi 1000 
E H 
BE 


= WS WwW e on O NN w& O 


4 8 12 16 20 24 28 32 35 40 44 48 
管 数 


图 4 Sephadex G-200 层 析 部 分 纯化 PO 
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图 5 酵母 菌 感 妆 的 条 件 下 血浆 中 PO 活力 的 变化 图 6 感染 血 桨 中 PO 活力 抑制 剂 的 一 些 人 性 质 
A. 正常 血浆 B 感染 血浆 2C， 了 胰 酶 对 感染 血浆 
PO 活力 的 影响 D. 昆布 多 糖 对 感染 血浆 PO 活 
力 的 影响 E. 感染 血浆 对 正常 血浆 PO 活力 的 影 
mF. 热处理 对 PO 抑制 剂 的 影响 


Zl 体外 条 件 下 酵母 菌 对 血 淋 巴 PO 活力 的 影响 
B 
PO 活力 35.9 十 0.7 


Cc D 





43.3 士 0.9 30.8 士 0.6 





B. ERME C 正常 血浆 在 体外 与 酵母 菌 混合 D. 正常 血 淋 巴 在 体外 与 酵母 菌 混合 


从 图 5 可 看 到 PO 活力 急剧 下 降 , 其 抑制 物 可 判定 不 是 由 异物 诱导 产生 的 ， 而 是 反 
卫 出 试 虫 即刻 的 防卫 性 能 ， 其 免疫 力 的 大 小 除 涉 及 血细胞 外 无 疑 还 有 其 他 有 关 组 织 的 介 
人 ,这 方面 的 工作 有 待 深入 研究 。 
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STUDIES ON THE PHENOLOXIDASE IN THE HEMOLYMPH OF THE 
ASIAN CORNBORER OSTRINIA FURNACALIS 


CHENG ZHEN-HENG Liane ZI-CAI 


(Department of Biology, Nankai University, Tianjin) 


The result of experiments on the Asian cornborer Ostrinia furnacalis indicated that the 
hemolymph plasma contained a large amount of phenoloxidase (PO), but a littl PO was 
present in the hemocytes. The PO activity in the hemolymph fluctuated with the developmen- 
tal stage of the larva; it reached the maximal levels before molt and pupation. Thise enzyme 
was found able to attach to the fungal cell wall, but it showed no opsonic capacity. The plas- 
ma PO was partially purified by Sephadex G-200 chromatography and its activity was in- 
creased 56 folds. After the larva was infected with yeast cells the plasma PO activity would 
drop to a minimal level. The plasma of the infected larva could inhibit the PO activity of 
normal plasma in vitro. It was demonstrated that the inhibitory factor may be a protein. The 
defensive effect of PO in immunity is discussed. 

Key words Osirinia furnacalis——phenoloxidase——hemolymph 


